Vniversite Mohammed V 

JLgdaC 


Eacufte des Sciences 

^a6at 


S' Cj - S3 

Cours de 

Micro 6ioCogie QeneraCe 

(prepare par 

<Pr EC BeCJiay BERRJ44CO 

jAutomne 2009 


La6oratoire de Micro 6ioCogie et (BioCogie SVLoCecuCaire, (B.E. 1014 , (Rabat - CJVLaroc. 

deC. (212)37 77 54 61, e-maiC: 6errafio6eb@fiotmad.com 




Introduction 


I. dfistorique 

Decouverte rattachee a I 'invention du microscope 
Le hollandais Antony Van LEEUWENHOEK (1632-1723) 

1. L 'epoque pasteurienne Louis PASTEUR (1822-1895) 

Chute de la theorie de la generation spontanee 

Vapeur 


Infusion de foin Couder le col du ballon Sterilisation du milieu 

fratchement preparee Sous I'effet de la chaleur p ar | a chaleur 

fmilieu de culturel 



Poussiere 


Apres un temps tres Ion 
^^plusieur^innees^ 



Extremite 

■> 


ouverte 


Refroidissement de I'infusion 


Liquide reste sterile 




Apres un temps tres coirt 


Contact entre poussiere 
et liquide sterile 


Developpement des 
microorganismes 


Conclusions'. 


f - //-organismes existent partout 
\ - Sterilisation / chaleur humide 


Pasteur et les fermentations (1857-1877) 


1857: 

f. lactique: 

sucre 

Micro-organisme g/obu/eux 
plus petit qu 'une levure 

■> Acide lactique 

1860: 

f. alcoolique: 

sucre 

levures 

V 

Ethanol, glycerol 

r 





+ COg 

1861: 

f . butyrique: 

sucre 

Vibrions > 

Acide butirique 

(-o 2 ) 


anaerobiose 

1866-1876: Maladies du vin et de la biere — 


pasteurisation 


► La bacteriologie medicale 

Louis Pasteur et Robert KOCH (1843-1910) 

Maladie du charbon Bacillus anthracis 

Mise au point des techniques d'isolement et d' identification sur 
milieu de culture solide 


La vaccination (1880 - 1885) 

- 1880: cholera des poules, 

- 1881: maladie du charbon, 

- 1885: la rage (Joseph Meister : ler etre humain vaccine contre la rage 

2. L'epoque actuelle 

II y a longtemps: microbiologie = etude des microbes 

Actuellement: microbiologie = etude de tous les micro-organismes 

(les algues, les protozoaires, les champignons et les bacteries) 


Reproduction rapide 
— ^ outil privilegie 


> populations enormes et homogenes 

- etudes genetiques 

- etudes biochimiques 


naissance de la genie genetique et des biotechnologies 


II. (Place cfes ju-organismes dans Ce monde vivant 


1. Classification contemporaine 



les animaux 



les vegetaux 



les protistes: englobent tous les ^/-organismes 


- les algues, 

- les protozoaires, 

- les champignons, 

- les bacteries 


Selon ('organisation cellulaire, les protistes se subdivisent en: 

• Protistes super ieurs ou eucaryotes ( cellules evoluees ) : 

- les algues (sauf les algues bleu-verf), 

- les protozoaires, 

- les champignons 


• Protistes inferieurs ou procaryotes: (cellules de type rudimentaire) 


- Les algues bleu-vert ou Cyanophycees 

- les bacteries 



phylogenetiquement procaryotiques eucaryotiques 


Archebacteries Archeobacteries 


les virus: organismes acellulaires 


parasites obligatoires 


Comparaison entre cellules eucaryote et procaryote 


Anatomy of tiie Animal Ceil 


Mitochondria 
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Microfilaments 
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Figure 1 


Anatomy of the Plant Cell 
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Ribosomes 
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Prokaryotic Ceif Structure 



Capsule 
Cell Wall 

Cytoplasmic 

Membrane- 

Ribosomes 


Figure 1 
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Comparaison entre les cellules Procaryote et Eucaryote 


Proprietes 

Procaryotes 

Eucaryotes 

troupes 

Bacteries, archeobacteries 

Algues, champignons, protozoaires 
pi antes, animaux 

Taille 

Diametre < 2 pm 

2 pm < diametre < 100 pm 

Structure nucleaire: 



- Membrane nucleaire 

Absente 

Presente 

- Nucleoles 

Absents 

Presents 

- Chromosome 

Unique 

Plusieurs 

Association DNA-histones 

Non 

Oui 

- presence d' autre ADN 

Plasmidique 

Mitochondriale et chloroplastique 

- Division cellulaire 

Amitose 

Mitose 

- Recombinaison genetique 

Partielle 

Totale 

Structure membranair 

e et cytoplasmique: 


- Membrane plasmique 

Presente 

Presente 

- Mitochondries 

Absentes 

Presentes 

- Chloroplastes 

Absentes 

Presentes 

- Ergastoplasme 

Absent 

Present 

- Appareil de Golgi 

Absent 

Present 

- Ribosomes 

70 S 

80S 

















































Proprietes 

Procaryotes 

Eucaryotes 

- Paroi 

Presente 

(composee de peptidoglycane) 

- Absente 

chez animaux et protozoaires; 

- Presente 

chez plantes, champignons et algues 
(polysaccharides) 

Systeme respiratoire: 

Membrane cytoplasmique 

Membrane mitochondriale 

Photosynthese: 

chromatophores ou chlorosomes 
(systeme membranaire interne) 

chloroplastes 

Mobilite 

- pas de mouvement amiboTde 
(paroi rigide). 

- mouvement f lagellaire 

- Mouvement amiboTde 
(eucaryotes sans paroi). 

- Mouvement f lagellaire. 



















La ceiiuie ba> 

I. MorpHoCogie 6acterienne 

1. Les cogues (Cocci): (~'j 

Selon le plan de division: 


diplocoques 


Strep+ocoques 


Tetrodes 













Strepto bad lies 


2. Les ba tonne ts: 


Batonnets droits = 
Bacilles 


Regroupements: 


Bacilles iso les 


Bacillus subtil is 


Diplobacilles 




- Bad lies incurves: 


3. Les formes spiral ees: 


Treponema pallidum 






- 








5 - - 












■ 


r 




Axial 


fibril 




Protoplasmic cyJinder- 






Outer 

sheath 


irochaeta zuetzerae 


S, 




j 




Vibrio choterae 






II. Paroi bacterienne 

Enveloppe caracteristique des procaryotes 


Rigide = "exosquelette" 



Peptidoglycane 


Gram + 


Gram 





1. Composition chimique 

a- Les osamines (sucres amines) 


O La N-acetylglucosamine ® L'acide N-acetylmuramique 


CH 2OH CH 2 OH 



II H3C CH_ COOH || 

O O 


© La galactosamine: 

Existe chez certaines especes seulement et en faible quantite 



b- Les acides amines 


COOH 

I 

NH2 — C — H 

I 

CH3 

L-Alanine 


COOH 

H— C — NH2 

I 

CH3 

D-Alanine 


COOH 

I 

H — C — NH2 

CH2 

C*:H2 

I 

COOH 

Acide D-Glutamique 


COOH 

I 

NH2 — C — H 

I 

CH2 

I 

CH2 

I 

CH2 

I 

CH2 

I 

NH2 


L- Lysine 


OU 


NH2 — 


NH2 — 


COOH 

I 

— H 

I 

CH2 

I 

CH2 

I 

CH2 

I 

CH 

I 

COOH 


( Meso) 


H — 


NH 2 — 


COOH 

I 

C — NH2 

I 

CH2 

I 

CH2 

I 

CH2 

I 

CH 

I 

COOH 

(L) 


Acide Diamino-Pimelique (DAP) 



Glycine * Staphylococcus aureus 

Acide aspartique , Lactobacillus acidophilus 

c- Les acides teicho'fques 

* uniquement chez les bacteries &ram+ 

* localises a I'exterieur de la parol 
► peuvent avoir un role antlgenique. 



- Polyribitol phosphate 

Staphylococcus aureus) 


I 



b- Polyglycerol-phosphate 

(Bacillus subtilis) 


CH20H 



V H2 1 

I 


CH s. Glycerol 


Glucose 


Glycerol 


CH 2 | 

!i > 

o 

)=I -OH 
O 2HN 

f CH 2 Ah- CH3 

■I HC- O— CO' 

! I " 


(^h 2 

? 


D-Alanine 


0=P -OH 

I 

0 

1 

CH2 


NH-CO— CH3 


N-Acetylglucosamine 
(liaison au peptidoglycane) 



d- Les oses simples 


* Glucose — ► Galactose — Mannose, etc... 

* CertainS sont Specif icjues (Rhamnose chez les Streptococcus du groupe A) 

*• Leurs nature et type d'association — ► specif icite des antigenes 

e- Les Hpides 

* faibles quantite chez les Gram - (10 a 22%) 

► presque absents chez les Gram + (1 a 2,5%). 


f- Les acides mycoliques 

*■ presents chez certaines especes particulieres (les mycobacteries) 
-► acides gras a longues chatnes (C- 60) Ex. Acide a-mycolique 


/C H 


/C H 


OH 




/ 


O 


CH 3 — (CH2) l7 — CH — CH — (CH2) 10 — CH— Cfr-(CH2) 17 19 — c — CH— G; 


H 


( 


OH 

H2) 23 

(II, 


g- Comparaison de la composition chimique giobaie de ia paroi chez 

ies bacteries Gram + et ies bacteries Gram ' 


1. Osamines 

2. Acides amines 
Nombre 

DAP 

Acides TeichoTques 

Oses 

Lipides 


Gram + 

Gram ~ 

Abondants 

Peu 

24 - 35 % 

a 50 % 

4 a 10 

16 a 17 

Present sans lysine 

Present avec lysine 

Presents 

Absents 

20 d 60 % 

20 d 60 % 

1 a 2,5 % 

10 a 22 % 








2. Structure moleculaire 


Mureine 

Le peptidog/ycane * - Mucocomplexe 

mucopeptide 


L'unite structural du peptidoglycane, un glucosaminopeptide 


Glycane 

La N-acetylglucosamine 


L’acide N-acetylmuramique 



L-Alanine 

I 


Acide D-Glutamique I 

i > Chainon peptidique 

Lysine ou DAP f 


D-aI 


anine 



l aciae iN-aceiyimuramique joue un roie cemrai aans la poiymeriscmon 
des unites glycanes 

1 % 



M > L'acide N-acetylmuramiqu 


Chatnon peptidique 


Liaison interpeptidique 

Structure en reseau du peptidoglycane 



Cette structure de polymere en reseau, qui donne a la cellule sa 
rigidite, est caracterisee par: 


les 8 (1,4) entre I'acide N-acetylmuramique et la N-cetylglucosamine 


I'ordre invariable des acides amines qui torment le tetrapeptide 


la liaison B-glucosidique qui unie chez les Gram+, I'acide 
teichoYque au residu N-acetylglucosamine 

le pontage entre la D-alanine d'un tetrapeptide et la L-lysine ou 
le DAP d'un tetrapeptide voisin 



Le peptidoglycane peut differer selon les cas par des constituents 
secondaires, en particulier par: 

les acides amines du tetrapeptide 
la nature des ponts interpeptidiques 

Cette dernere difference determine un reseau plus ou moins serre (compact) 


Compact pour les forme bacillaires (liaisons interpeptidiques directes). 



Escherichia . Coli 


®= Lache pour les formes spheriques (liaisons interpeptidiques longues), 


Pont 



Staphylococcus aureus 


Micrococcus lysodeikticus 




3. Differences structurales entres les parois des bacteries 

Gram + et Gram - 


microscopie electronique: 

Nette difference sthucturale entres les 
parois des bacteries Gram + et Gram - 

Chez Gram + : paroi epaisse (15 a 80 nm), 
aspect homogene. 

Chez Gram - : paroi fine (6 a 15 nm), 
aspect stratif ie et heterogene. 


a. Chez les bacteries Gram+ 


Les acides teichoTques : deuxieme composant essentiel de la paroi des 
bacteries Gram+ ( 507o du PS de la paroi et 107o du PS de la cellule totale). 

Leur localisation exacte au niveau des enveloppes est mal conn ue. 



Acides techo'i'ques 


Acides lipotecho'fques 


Representation des acides techoTque 
Chez les Gram* selon le mode I e de 
Van Driel et al. (1971) 


b. Chez les bacteries Gram - 

En plus du peptidoglycane, on insiste sur la presence de 2 autres couches 

b.l. L 'espace peripiasmique ou peripiasme 

bacteries Gram+ : Exoenzymes (Proteases) (Penicillinase) 
(Colicines) (Exotoxines) 

Bacteries Gram- : Peripiasme retient ies proteines eiaborees 

dans le cytop/asme: 

Un role dans la degradation des molecules venant de I'exterieur 
(nucleases, phosphatases, penicillinases.. .); 

Un role dans le transport de certaines substances nutritives vers 
I'interieur de la cellule (proteines de liaisons ou binding proteins)', 

^ certaines proteines peuvent etre impliquees dans la chimiotaxie 



b.2. La membrane externe 


b.2.1. des proteines majeures: 

70% des proteines de la membrane externe; 

groupees pour former des pores porines 

traversent toute la membrane externe et sont fortement liees au 
peptidoglycane; 

transport des molecules de PM < a 600 da; sans specif icite mais de 
preference les molecules neutres et les cations. 


b.2. 2. des proteines mineures: 

transport specifique de petites molecules incapables de passer a 
trovers les porines (ex. la vitamine B12, les nucleosides ou les 
oligosaccharides comme le maltose); 

servent aussi de recepteurs pour des bacteriophages (ex. Lam B est 
specifique au transport du maltose et a la fixation du phage x). 



b. 2. 3. Les Upoproteines 

proteines lipidiques lib res ou fortement liees au pep+idoglycane 
Ex. lipoproteine de Braun 

petite molecule polypeptidique de 58 acides amines, portant a son 
extremite N-terminale des constituents lipidiques 

Chez E co/i 7.5 10 5 lipoproteines/cellule dont les 2/3 sont a I'etat 
libre et le 1/3 sont liees au peptidoglycane. 

La partie lipidique est enchassee dans la membrane externe par 
des liaisons hydrophobes avec les phospholipides. 

La partie proteinique est associee au peptidoglycane par des 
liaisons covalentes au niveau du DAP du chatnon peptidique. 

Les lipoproteines assurent une cohesion solide de I' ensemble de la 
structure. 



b. 2. 4. Les lipopolysaccharides (LP5) 

LPS = Endotoxines 


OC. lipide A\ 

considere comme le support de la toxicite, 
le lipide A est un glycophospholipide c-a-d polymere compose de: 

V unites disaccharidiques de glucosamine reliees entre elles par des ponts 
pyrophosphates; 

V longues chatnes d'acides gras parmi lesquelles on note la presence 
constante de I'acide p>-hydroxymyristique (un acide gras en C14) 
specifique et caracteristique du lipide A. 
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|3. Le polysaccharide du LPS: 
y core (partie centrale du LPS), 

Composition en sucres variable selon les especes. Cependant on y trouve 
toujours un sucre particulier en C8, le cetodesoxyoctonate (KDO). 

f - cinq hexoses, 

Ex. chez Salmonella, le core est compose de \ - deux heptoses 

-- trois KDO. 


> Chatne laterale du LPS 

chaque charne contient les memes sequences repetitives (jusqua 40); 
chaque sequences est constitute de 3, 4 ou 5 sucres ; 


chez les enterobacteries, cette charne 


laterale est appelee antigene 0; 


cet antigene O comprend quatre hexoses: 


Galactose 
J - Glucose 
- Rhamnose 
mannose. 



Membrane Paroi 


uiTTerences srrucTuraies enrres ies paro/s 

des bacteries Gram + et Gram ' 



/ 

P rot mm 
'riques 


Sucre 


tose 


Cetoclesoxy 


te (KDO) 


Antigene O 


Phospholipides 


integn 


Acides techo'iques 


Peptidoglycane 



c. Autre types de paroi 

■/ Chez les enterobacteries, les trois feuillets parietaux sont 
intimement soudes I'un a I' autre. 

•/ Par contre chez les bacteries spiralees Spirochetes 

•/ Chez les Archeobacteries, I' element structural de la paroi est un 
pseudopeptidoglycane. 

* N-acetyl D-glucosamine ou N-acetyl D-galactosamine 

* N-acetyl D-Talosaminuronique 

* Les tetrapeptides associees comprennent I' alanine (L et D), 
I'acide glutamique et la lysine. 

S Chez les mycobacteries Mycobacterium tuberculosis 

les acides mycoliques 




Lyzosyme 


4. Fonctions de la paroi 


a. Maintient de la forme et resistance a la POi 



Bacillus sub ti I is 
Gram + 


+ 


Milieu 
hypotonique 


Lysozyme 

\ detruit les (3(1-4)) 


Milieu isotonique 
(1 °/oo de saccharose) 


t 

Gonf lement et eclatement 
de la cellule 


Cellule spherique sans 
Paroi = Protoplaste 

Regeneration 


NB. le protoplaste a perdu ses proprietes antigeniques, 
ne fixe plus les bacterioohaaes et ne se divise plus 





Escherichia coii 
Gram - 



+ 


Milieu 
hypotonique 


Lyzosyme 
( detruit les P(1-4)J 


Milieu isotonique 
(1 %o de saccharose) 


t 

Gonf lement et eclatement 
de la cellule 



Cellule spherique avec fragments 
de paroi = Spheroplaste 


NB. ie spheroplaste conserve toutes ies proprietes de ia cellule initiale. 


C difference entre protoplaste et spheroplaste est logique: lysozyme agit au 
niveau des 6 (1,4) du peptidoglycane. 


C role de la paroi: forme de la cellule et resistance a la POi 

C Le peptidoglycane ne joue aucun role dans les proprietes antigeniques, la 
division cellulaire et la fixation des bacteriophages 

b. Proprietes antigeniques 

*■ Chez les bacteries Cram*: 

les acides teicho'iques ou leurs sous-unites osidiques constituent les 
principaux antigenes 

Chez les streptocoques, deux categories d' antigenes ont ete isoles: 



^ bes antigenes de nature potyosidiques: appe/es antigenes C 


Classif ication antigenique de LANCE-FIELD qui a def init plusieurs 
groupes serologiques: A, B, C, D, E, ... O 

Chaque groupe est caracterise par un antigene C compose de un ou de 
plusieurs polyosides differents. 

Exemp/es: 


S le groupe serologique A 

antigene C 

S le groupe serologique & 

antigene C 


+■ 


+ < 

i 


streptocoques pathogenes pour I'homm 
Le rhamnose 

La N- acetyl glucosamine 


Le rhamnose 

La N- acetyl galactosamine 



^ bes antigenes de nature proteiques: appe/es antigenes M, T, R 

La proteine M importante sur le plan serologique et physiopathologique. 

Elle permet de differencier a I'interieur du groupe A, 56 types 
serologiques. 

Done 

Un groupe serologique = ensemble de bacteries ayant le meme antigene C 

Un type serologique = ensemble de bacteries ayant le meme antigene C 

et une proteine M identique 



■*" Chez les bacteries Gram ~ '■ 

La plus part des Enterobacteriaceae, les Salmonella en particular, 


Deux principaux antigenes: 


un antigene somatique O 
un antigene flagellaire H 


La specif icite antigenique depend de la nature des sucres ainsi que de 
leur mode de liaison. 


En se basant sur la diversite des facteurs O et H, KAUFFMAN et 
WHITE ont pu classer les Salmonella en groupes serologiques puis en 
serotypes. 



Exemp/e: 

Le groupe serologique D regroupe toutes les souches de differentes 
especes de Salmonella ayant en commun I'antigene 09. 


Ce groupe serologiques se subdivise a son tour en serotypes 

( selon la diversite de I'antigene H) 

c. Fixation des bacteriophages 

Propriete liee a la paroi ou sont localises les recepteurs specif iques. 

Chez les bacteries Gram-, les recepteurs sont en majorite des 
proteines mineurs de la membrane externe. 

Chez les bacteries Gram+, recepteurs localises au niveau des acides 
teichoTques. 



Fixation des phages est une propriete utilisee pour identifier des 
lysotypes. 

Un lysotype est groupe de bacteries capables de fixer le ou les memes 
phages 

lysotype I = [Bl, B3] 
lysotype II = [B2] 

lysotype III = [B4] 
lysotype IV = [B5] 



d. Coloration de Gram 

Gram, medecin danois (1884) une coloration differentielle 




Frottis 




Coloration avec violet de Gentiane 
( 60 secondes) 



Rin^age suivi d’un traitement 
avec le Luguol ( 30 s) 



Traitement avec un melange 
d'alcool/acetone ( 30 s) 



* 



Coloration avec la fushine ou 
safranine ( 60 s) 



Gram 



III. Membrane cytoplasmique 

1. Composition chimique et structure moleculaire 



30 a 40 % du PS Proteines. - 60 a 70 % du PS 

a. Les phospholipides: 

> rarete des phosphatidyl-cholines 1 Brucella , . 

r r ' \ - Agrobacterium tumefaciens 

> phosphatidyl-ethanolamine (PE) * G - 

> phosphatidyl-glycerol (PC) *• G + 



b. Les proteines: 

Proteines extrinseques (peripheriques) 

Proteines intrinseques (integrates) 

c. Les glucides: 

faiblement representes (2 a 12%), 

on y trouve particulierement: glucose et glucosamine. 

c. Les enzymes: 

- Enzymes de la chatne respiratoire c-a-d les deshydrogenases 

- Coenzymes: cytochromes, les cytochromes oxydases ect... 

2. Fonctions de la membrane 

- Membrane cytoplasmique = support des enzymes de la respiratoire 
- Elle est aussi le siege de la phosphorylation oxydative ■=> ATP 




H 2 0 «- 2H + + 1/2 O 


V 

w / ; a J ‘ /■ & \ ■ 

_ , x x NADH 

Substrat ^ 

?H+ 

toplasme ^ 2 " 


Substrat < 

2H+ 

Dpldsme 2H “ 

3H 2 0<^-30H- 

H + 1 T + 

t ATP H 

- Pi / rH + intl 


o 


ATP-synthetase 


h + Phosphorylation 


Proteines 


Transport 


Lactose 


Respiration 

— H + 

“* H + 

[H + ext] 

— H + 



2.1. Respiration 

& circulation d 1 electrons le long d'une charne de transporteurs 
^ source d' electrons: substance organique ou inorganique 
recepteur terminal: 

> Oz ► aerobiose 

> (corps organique (fumbrate) 1 . anaerobiose 

[Corps inorganique (nitrate) J 

^ transporteurs d' electrons sont tres diversifies: 

— > ubiquinones — > f lavoproteines — > ferroproteines 

— ► Metalloproteines (Cu ou Mo) — »- cytochromes — ► hydrogenases 


consequence de cette respiration : 

> creation de part et d' autre de la membrane dune ddp 

> creation de part et d' autre de la membrane d’une t de pH 



gradient electrochimique de protons 
force protomotrice 



force protomotrice 
Energie electrique transmembranaire 

1 


A(iH+ = FA\j/ - 2,3 RTApH 


Chez E. coli : 

- Le ApH est d'environ 2 unites (I'exterieur etant plus acide). 

- Le A 1 ? est a I'origine d'un champs electrostatique d'environ 70 
mV (I'exterieur etant le cote positif). 

2. 2. Phosphorylation oxydative 

Au niveau de la membrane, 1‘ATP est synthetisee par une H + -ATPase (ou 
ATP-synthetase) utilisant la force protomotrice cree par la chatne 
respiratoire. 

Cette ATP-synthetase est constitute de deux parties distinctes: 



c5= la partie FO: une proteine integrale (intrinseque) qui traverse la 
membrane en creant un canal a protons. 

^ la partie FI: une proteine peripherique (extrinseque) localisee du 
cote du cytoplasme, 

Ces ATP-synthetases sont aussi appelees FI, FO-ATP-ase et sont toutes 
semblables chez les mitochondries, les chloroplastes et les bacteries.. 

Consequence de la respiration et de i a phosphorylation oxy dative 

¥ 

© une energie chimique : ATP 
© une energie electrique transmembranaire: A jl/H + 

2. 3. Transport 






Symport 
Lact/ H+ 


Transport sensible - , * 

A lT .. Systeme PTS : 

Au choc osmotmue. n . 

_ . y ... Prof ernes membrana/res 

Transporteur mobile n , , 

1 (Binding protein) Prote,nes cytcphsrnqi^m 






Transport passif 

S Pas d'accumulation de substrat 
s Pas besoin denergie 


Transport actif 

S Accumulation de substrat 
s Besoin denergie 



a. Transport passif 

> Suit le gradient de concentration avec la tendance d'etablir un equilibre 
entre les concentrations intra et extracellulaires d'un substrat donne. 

> Ne necessite aucune energie et n'entrdihe aucune accumulation. 

Transport simple: 

Concerne les substances liposolubles et de petites tailles. Ces 
substances traversent la membrane sans I'aide d'aucune proteine. 

>• Transport facilite: 

Concerne les molecules de taille relativement importante et se fait a 
trovers une proteine membranaire( facilitateur). 

b. Transport actif 

> Se fait contre le gradient de concentration c-a-d du moins concentre 
vers le plus concentre. 


> Necessite une energie et entratne une forte accumulation du substrat 


Transport actif primaire ou chimio osmotique 


> sensible au choc osmotique 

> fait intervenir I' ATP comme source d'energie 
et plusieurs proteines de transport differentes: 

— *• au moins une, traverse la membrane pour former un canal 

— * les autres font partie soit de la membrane externe 
(porines et proteines mineures) soit de I'espace 
periplasmique (proteines de liaison ou binding protein) ou 
encore des proteines solubles du cytoplasme. 



Ex.l. transport du maltose chez E coli 


Maltose 


Lam B 




ial E: Binding pirate in 


proteines 
Mai F & G 


Mai Tar 


PFoteine Mai K 


ATP 


/ ^ ADP + HPO4 2 - | 

^ ! Signal de 

Hydrolyse et chimiotaxie 
metabolisme 


Ex.2. transport des sucres par le systeme 
PTS (= Systemes Phosphotransferases) 

•f Un type de transport actif primaire (= transport par translocation) 

Concerne en particulier les sucres (glucose, mannose, fructose, 
mannitol, N-acetylglucosamine et quelques 6-glucosides) 

•f La caracteristique de ce transport c'est la phosphorylation du substrat 
qui a lieu au niveau de la membrane cytoplasmique 

La source d'energie chimique = phospho-enol-pyruvate (PEP) 

Chez £ coli, le systeme PTS est compose de deux types de proteines: 

* Les proteines cytoplasmiques, communes a tous les systemes PTS, prot. 
I et prot. Hpr, toutes les deux sont solubles dans le cytoplasme. 


* Les proteines membranaires : 


S la prot. II 
S la prot. Ill 



Transport des sucres par le systeme PTS 
(= Systemes Phosphotransferases) 




Transport actif secondaire ou osmo osmotique 

> fait intervenir le (Ajl/I-T) comme source d'energie, 

> plus souvent une seule proteine de transport, 

> caracterise par le fait que la penetration du substrat est couplee 
a celle d'un proton, 

Ex. Transport du lactose 
Chez £ co/i 

H + Lactose 

les deux elements sont vehicules par une proteine intrinseque (permease lac y), 

la synthese de cette permease est induite par la presence du lactose dans le 
milieu extracellulaire ( voir plus loin S6). 



Methodes d' etude du transport chez !es bacteries 



V, 


to 

tl 

t2 


Quantite de la radioactivite 


Filtration — 

> 

dans la bacterie 




QO 

Filtration 

> 

Qi 

Filtration 

> 

Q2 






tx 




* Filtration 


Qx 



Quantite de la radioactivite 
dans la bacterie 



Q max 2 



i i — i i — i — i i t r 


T 


Temps 


» 



[S] in+racellulaire 




Comment distinguer entre les differents types de transport actif ? 

inhibiteurs metabo/iques : Ce sont des substances chimiques a action 
specifique permettant d'eliminer une source d'energie cellulaire bien 
determinee. 

w Les inhibiteurs de la chatne respiratoire: cyanure qui inhibe la 
cytochrome oxydase. 

w Les inhibiteurs de I'ATPase membranaire : azoture (ImM) et le DCCD 
(Dicyclohexylcarbodiimide) qui reagissent de maniere covalente avec 
la composante FO de I'ATPase. 

mt Les inhibiteurs de I' ATP cellulaire: arseniate: analogue du Pi qui epuise 
I'ATP intracellulaire. 



Les inhibiteurs du gradient electrochimique (A^/H+) ou de I'une de ses 
composantes. 

ionophores 

substances chimiques qui s'intercalent dans la double couche 
lipidique de la membrane, creant des pores a trovers lesquels 

vont passer des ions. 

S le 2,4-DNP (2,4-Dinitrophenol): ionophore a protons qui 
decouple la phosphorylation oxydative et inhibe le A/yH+ en 
total ite. 

la valinomycine et la monoactine: ionophores a potassium (K+) 
qui permettent a ce cation d'entrer dans la cellule, ce qui 
entrame un equilibre des charges positives sur les deux 
faces de la membrane, ce qui affecte specif iquement le A\|/. 

^ la nigericine: ionophore qui reduit le ApH en echangeant le K+ 
contre H+. 


page 


IV. Cytoplasme 

^ hydrogel colloidal compose de: 

une solution de sels mineraux et de composes solubles de nature 
lipoproteique , de nucleoproteines et de lipides 

7 < pH < 7.2 

^ Les principaux constituents du cytoplasme sont: 

S les ribosomes et les acides ribonucleiques qui leur sont associes 

S materiel hereditaire, 

•S les substances de reserve 
■S certains organites specialises 



1. Ribosomes 


^ Granulations sphtriques qui occupent tout le cytoplasme, 

^ Coefficient de sedimentation est de 70 S, PM = 3.10 6 daltons 

^ Constitues exclusivement d'ARN (63%) et de proteines (37%) 
^ Ces particules peuvent se dissocier en deux sous-unites: 


S La grande sous unite 50 5 de PM= 2.10 6 daltons, constitute d'ARN 
23 S et 5 S et de proteines L (Large = grande); 

•S la petite sous-unite 30 S de PM= 10 6 daltons, constitute d'ARN 
16 S et de prottine 5 (Small = petit). 

Les deux sous unitts sont relites entre elles par I'intermtdiaire de 
liaisons ARN - prottine et prottine - prottine. 

^ Structure en chapelets qu'on appelle polysomes. 



2. Granulations et substances de reserve 


Amidon et glycogene 
Acide poly 13-hydroxybutirique 

Granulations metachromatiques Corynebac terium diphterieae 


- souf re chez les thio bacteries 

inclusions de< - fer chez les s derobacteries 

- oxyde de fer (Fe 3 04 ): bacteries « magnetiques ». 


3. Chromatophores et pigments 

Chez les bacteries photosynthetiques, chromatophores 

Dont I' ultrastructure est differente de celle des chloroplastes des 

vegetaux superieurs. 

Leurs pigments photosynthetiques = des bacteriochlorophylles. 



Habbacterium ha/obium bacteriorhodopsine 
C vitamine K2 chez Bacillus sub til is, 

•f caroteno'fde, protecteur anti-UV ( chez les corynebacteries; 

S pyocyanine, pigment ayant une activite antibiotique, chez 
Cbromatobacterium vio/aceum ; 

Certains pigments conferent aux colonies bacteriennes une teinte 

caracteristique: 

s Zeaxanthene, pigment jaune chez Staphylococcus aureus, 
s Xantophylle, pigment rouge chez Sarcina, 

s pyocyanine bleue et pyoverdine bleu-vert f luorescent chez Pseudomona 
aeruginosa. 


V. Materiel hereditaire 

1. Chromosome bacterien 

> filament unique, continu et circulaire, forme d'une double chatne d'ADh 

> PM « 3.10 9 da, avec environ 5.10 6 paires de bases 

> dans la cellule, la molecules d'ADN est formee de boucles resserrees 
et f inement entrel acees, donnant une structure compacte mais fragile = 
nudeoTde. 

> toute I'information genetique est stockee au niveau de I’ADN sous 
forme d'un code bien determine / la succession des nucleotides, 

> Par le processus de la transcription, le message est copie 
fidelement sous forme d’un ARN messager puis exprime, par le 
processus de la traduction, en sequences polypeptidiques qui 
formeront les proteines de structure et les enzymes. 


> I' information genetique au niveau de I'ADN peut changer 
spontanement (faible frequence) ou artif iciellement par mutagenese 

Agents chimiques : acide nitreux ou physique : UV 


2. Plasmides 

> elements genetiques extra-chromosomiques capables d'autoreproductior 

> petite taille (l/100eme environ da la taille du chromosome) 

> structure torsadee (super enroulee) 

> 0.5 106 < PM < 400 106, 

> leur nombre varie de 1 a 100/ cellule 


Roles des p/asmides: 

S Resistance aux antibiotiques (streptomycine, tetracycline, 
chloramphenicol). 

v' Resistance aux metaux lourds comme le Hg, cd, pb 
s Intervention dans la degradation de certains composes aromatiques 

•S Intervention dans la production des substances a role pathogene. 

•S Intervention dans la production de bacteriocines. 



VI. Elements inconstants 


Prokaryotic Cell Structure 
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Figure 1 



1. Capsule 


> Couche organique visqueuse elaboree par certaines bacteries 
dans certaines conditions de culture, 

> Ceneralement, elle entoure une cellule bacterienne. 
a. Composition chimique 

■s souvent polyholosidique, quelquefois polypeptidique, 


S chez le pneumocoque (Cram ), la capsule est polyholosidique 
formee de longues charnes d'acides aldobioniques, 




Ac ide uronique 

Acide aldobionique 

s se Ion les especes et les souches bacteriennes, la nature chimique 
de la capsule peut varier au niveau: 

^ - acide galacturonique 

> des acides uroniques:^ - acide glucuronique 

v. -acide cellobiuronique, ... 

' - glucose 

> des oses: J - galactose 

-rhamnose, ... 



La capsule est egalement de nature polyholosidique chez de 
nombreuses bacteries Granr : 

E. Coli Klebsiella pneumoniae Hemophilus influenzae 

Chez les Gram\ les constituents cdpsulaires sont de nature polypeptides, 
constitues d'un seul acide amine: I'acide D-glutamique. 

Bacillus an thracis Bacillus mega terium Bacillus sub ti/is 

b. fo net ions 

> Support de proprietes physiopathologiques et immunologiques, 

> veritables facteurs de virulence, 

> protege la bacterie contre la phagocytose, 


> support d'antigenicite: 

La nature des polyholosides constitutifs de la capsule et de 
leur enchatnement, determinent la specif icite serologique. 

70 types serologiques sont actuellement reconnus chez les 
pneumocoques. 

> dans environnement, la capsule protege la bacterie contre: 

s la dessiccation. 

S le pouvoir agressif des agents chimiques et physiques, 
empeche la fixation des bacteriophages sur la bacterie. 

2. Flagelles ou cils 

2 types de mouvement: 



Chez les myxobacteries: emplacement par glissement, 


Chez les eubacteries et les spirochetes, mouvement assure 
par des organes locomoteurs specialises, 

^ Chez les spirochetes, mouvement assure par un filament axial. 





Chez les eubacteries, la mobilite est assuree par des f lagelles. 



Invisibles en microscopie op+ique, mais peuvent etre mis en 
evidence par des colorations specifiques. 


Proteus mirabi/is 



En microscopie electronique, ils apparaissent sous forme d'organites 
simples, filamenteux, sinueux, generalement plus long que la bacterie 
elle meme, de I'ordre de 6 a 20 pm. 



Methanococcus jannaschii A I cal i genes eutrophus 




Le nombre et le mode d‘ insertion des flagelles sur la bacterie, 
constituent un critere de classif ication. 

on distingue deux principaux types d' insertion: 


> Insertion po/aire: 

Monotriche 

Amphitriche 



Lophotriche 


> Insertion per it riche : 



Flagelle constitue d'une proteine, de PM de 30 a 40 Kda, la 
flagelline qui fait partie de la famille des Keratomyosines. 


La croissance du flagelle est assuree non pas a partir de la 
base, mais par un prolongement de I'extremite. 

En effet les molecules de flagelline formees dans le 
cytoplasme, traversent la partie centrale creuse du flagelle et 
s'additionnent a I'extremite terminale. 

Ce processus de synthese est appele auto-assemblage et 
lorsqu'une fraction de I'extremite est brisee, elle est 
regeneree. 


La destruction de la paroi par des lysozymes aboutit a la 
formation de protoplaste ou spheroplaste cilie. 




• I • ✓ 

cilie 

S Origine du cil est au niveau du cytoplasme et non pas la paroi. 

•S Microscopie electronique montre que le flagelle traverse la 
paroi et prend racine dans le cytoplasme au niveau d'un granule 
basal de structure complexe, lie a I'enveloppe bacterienne. 

Ce corps basal comprend deux anneaux proteiques, le plus interne 
est lie a la membrane cytoplasmique, le plus externe visible surtout 
chez les bacteries Gram' , est lie aux LPS et au peptidoglycane. 
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mr Le deplacement est assure par rotation du flagelle a la maniere 
d'une helice. 

L'energie necessaire au mouvement provient du gradient 
electrochimique de protons. 

Autres fonctions du flagelle 
> Chimiotactisme 

sucres et acides amines les attirent ► chimiotaxie positive 

phenols, acides et bases les repoussent ► chimiotaxie negative 

La reponse cellulaire vis-a-vis de ces substances serait due a un 
gradient d' informations transmis de I'exterieur vers I'interieur de 
la cellule par I 'intermediate de recepteurs chimiques. 

Les recepteurs par lesquels la bacterie perqoit la presence d'une 
substance dans son environnement sont des proteines specifiques 
parietales et/ou periplasmiques. 



> Proprietes antigeniques 

La specif icite des antigenes f lagellaires repose sur le nombre et la 
sequence des acides amines de la flagelline. 

Ces differences ont ete exploitees pour la caracterisation 
immunologique des types bacteriens (Ex. classification des 
Salmonella par Kauffman <& Withe). 

3. Pili et fimbriae 

> appendices f iliformes differentes des flagelles, 

> frequents chez les Gram - , rares chez les Gram*. 

w les PHi com mu ns (de type I) 

> grand nombre autour de la bacterie (lOO 01 ’" 6 ), 

> courts, rigides et cassants, 

> role dans I'adherence des bacteries Gram' sur les cellules eucaryotes. 



w les PH 7 sexuels 

> Sont plus longs, se terminent par un renf lement. 

> Leur nombre varie de 1 a 4 /cellule. 

^ jouent un role important dans le transfert du materiel hereditaire 
entre deux bacteries par le phenomene de conjugaison. 

> a I'extremite renf lee de ces pili, peuvent se fixer certains phages 
et injecter leur materiel genetique par le canal du pili. 

En fin, I'analyse chimique de ces pili a montre qu'ils sont constitues 
d’une proteine appelee piline d’un PM ~ 17000 daltons, associant des 
sous unites. 

Ces dernieres se dissocient par chauffage ou par traitement acide, 
et peuvent reformer a froid et a pH neutre la structure proteique 
originale. 



La nutrition 
6acterienne 



Pour vivre et se multiplier 

Elements nutritifs de base = Besoins elementaires 


milieu minimum : 

> Eau 

> Source d'energie 

> Source de carbone 

> Source d' azote 

> Elements mineraux 

Cependant, I'apport de nutriments supplementaires est necessaire 
groupes nutritionnels = types trophiques 



O Besoins elemental’ res 

*" La source de carbone 

Selon la nature de cet element essentiel pouvant constituer 
jusqu'a 50 % de la cellule, 

S Les autotrophes: 

Bacteries capables de se developper en milieu purement mineral 

(milieu minimum - source de carbone), 

le C02 etant I' unique source de carbone. 

S Les he tero trophes: 

Bacteries exigeant des composes organiques 

NB. Parmi les heterotrophes, certaines especes ont des exigences 
strictes. Ex. Pseudomonas methanica n' utilise que le methane ou 
le methanol. 



*" La source d' energie 

S Les pho to trophes ou pho tosyn the tigues 

Energie a partir des rayons lumineux : especes photosynthetiques 
synthese d'ATP a partir de I ‘ ADP et du Pi : 

- organes photosynthetiques = chromatophores 

- pigments = bacteriochlorophylles, 

- donneur d‘ electrons: mineral ou organique (sans liberation d ' 0 2 ). 

Chez les vegetaux, le donneur est H 2 0 (avec liberation d'0 2 ). 

S Les chimiotrophes ou chimiosynthetigues 


Source d’ Energie = oxydation de composes organiques ou mineraux. 



*" La source d electrons 

S Chez les phototrophes 

> Les photolithotrophes: Donneur d'electrons mineral (milieu mineral] 

Bacteries sulfureuses vertes ( Chlorobacteriaceae ) 
et les bacteries pourpres ( Thiorodaceae). 

> Les photoorganotrophes: Donneur d'electrons organique. 

Bacteries pourpres non sulfureuses ( Athiorodaceae ). 

S Chez les chimiotrophes 

> Les chimiolithotrophes: Donneur d'electrons mineral 

Bacteries vivant generalement dans le sol ou I'eau. 

Exp. Nitrosomonas : oxydant I'ammoniaque 
Nitrobacter : oxydant les nitrites 

>Les chimioorganotrophes: Donneur d'electrons organique 

La majorite des bacteries entrent dans cette categorie 



■*" La source d' azote 

Necessaire a la synthese des proteines (10% du poids sec). 
L‘ azote peut etre d'origine: 


S minera/e : 

* NH 4 + et N0 3 ‘ utilises par la plupart des bacteries 

* N0 2 ‘ utilise par les bacteries du genre Nitrobacter 

* N 2 utilise par les bacteries fixatrices d'azote libres 
(Azotobacter) ou symbiotiques ( Rhizobium ) 

S Organique : 

Proteines, acides amines (R-NH 2 ). 

A partir de ces composes, il y a incorporation des NH 4 + 
liberes apres desamination ou utilisation du radical NH 2 par 
transamination. 



*" Le souf re et le phosphore 

Le souffre se retrouve dans les proteines, precisement au niveau 
des groupements thiols (-SH) des AA souffres (cystine et 
cysteine). 

II est incorpore sous forme de sulfates ou sous forme organique. 

Le phosphore, incorpore sous la forme de phosphate inorganique, 
fait partie des acides nucleiques, de certains coenzymes et de 
I' ATP. 

r Autres elements mineraux 

Macro -elemen ts: 

Na, K, Mg, Cl: role dans I equilibre physicochimique 
Fe: pour les Cytochromes Mg: pour la Chlorophylle 

Micro-elements: 

Co, Cu, Mo, Mn et autres: Cofacteurs ou activateurs d' enzymes. 



© Facteurs de croissance 

Substances organiques, indispensables a la croissance, non synthetisees 
Microorganismes di+s auxotrophes par opposition aux prototrophes . 

> Nature des facteurs de croissance : 

•f Acide amine: synthese des proteines, 

^ Base azotee puriques ou pyrimidiques: acides nucleiques, 

S Vitamine: role de coenzyme ou de precurseurs de coenzyme. 

> Proprietes des facteurs de croissance : 

- Action a tres faible concentration : 

25 mg/I dans le cas des acides amines. 

10 mg/I pour les bases azotees, 

1 a 24 pgi I pour les vitamines, 

- Specif icite stricte : 

un simple changement de position d'un groupement ote son role au facteur 
de croissance. 




La croissance 
6acterienne 



O Definition de la Croissance 

Genera lement c'est I'accroissement de tous les composants d‘un 
organisme. 


Chez les organismes pluricellulaires, il y a augmentation de taille. 

Chez les bacteries augmentation du nombre de cellules. 

Cet accroissement est done synonyme d'une multiplication bacterienne. 

Chez Escherichia co/i , toutes les 20 min environ, 1 bacterie donne 
naissance a 2 bacteries identiques 





2-1. Mesure du nombre de cellules 

> Nombre de cellules totales 

■S Cellule de Thomas 

S Dispositif electronique (Compteur Coulter) 

> Nombre de cellules viables 

■S Sur milieu solide 
■S Sur milieu liquide 

2-2. Mesure de la masse 

> Mesure du poids sec: (P. frais d'l bact .= 1,5 10 -12 g) 

> Dosage de I' azote total (14% du poids sec). 

> La turbidimetrie: consiste a mesurer le trouble bacterien. 



La turbidimetrie 


Une suspension cellulaire, traversee par un rayon lumineux, disperse la 
lumiere (absorbe) et la quantite transmise est reduite par rapport a la 
quantite emise. 


Ceci est mesure a I' aide d'un spectrophotometre. 


Cuve a 

spectropho+ometre 



I < L 


Toute suspension bacterienne 
obeit a la Loi de Beer Lambert : 


Lumiere ref lechie 
(absorbee) 


D.O = log I 0 / I = 1 1 C = K C 

J_ - constante d'absorbance 
I = distance traversee par le rayon (1 cm) 


X et I sont constantes, done 00 proportionnelle a C 


La longueur d'onde utilisee pour la suspension bacterienne est 
comprise entre 550 et 660 nm (spectre d 1 absorbance). 




© Constantes et expression de la croissance 

La croissance d'une bacterie est definie par 2 constantes: 

> Le temps de generation 

C'est le temps qui separe 2 divisions successives (= temps 
necessaire au doublement de la population). 

G = t/n 

t = temps de croissance (connu) et n = nombre de divisions 

Ex. chez E. coii : & - 20 min 

> Le taux de croissance 

C'est le nombre de divisions par unite de temps. 

jj= n/t done |J= 1/G 

p est exprime en nombre de divisions/unite de temps 

Fy rhg».7 E cnll : u - div /h 




Expression ma+hematique de la croissance 

Temps nombre de Bacteries 


to » N 0 = 1N 0 ► 2° N 0 

ti » N 1 = 2N 0 * 2 1 N 0 

t2 »• N 2 = 2 x2 xN 0 ► 2 2 N 0 

t3 N3 = 2 x 2 x 2 x Nq * 1 ? Nq 

^4 » N4 =2x2x2x2x N q > 2 4 Nq 


> N n =2x2x2x2x Nq > 2 n N q 

I ( 1 

n fois 

(n = nombre divisions et N 0 = nombre de bacteries a t 0 ) 


N = 2 n Nq (avec jli = n/t et n = jut) done N = Nq 



© Representation graphique de la Courbe de 

croissance 

La croissance bacterienne est representee par un graphe : 

N = f(t) ou DO = f (t) ou autres 

^ Representation arithmetique: N = f (t) 

A t 0 correspond N 0 (ordre 10 5 a 10 6 ) 

A tj correspond Nj= 2N 0 (2 10 5 a 2 10 6 ) avec tj - 1 0 = G 
A t 2 correspond N 2 = 4N 0 (4 10 5 a 4 10 6 ) avec t 2 - G 

C ourbe: 

Nombre eleves posent un probleme pour une echelle arithmetique 



N = 2 n N 0 (avec jli = n/t et n = (it) done N = 2 ^ N 0 




log N = log 2 n N 0 + (n = (Lit) *+ log N = log 2^ N 0 


log N = log 2t |t + log N, 




log N = (ii t log 2 + log N, 


y = a x + b 


S 

Equation d’une droite 


Constante 


Pente de la droite: P = a = (1 log 2 

_ log N - log N 0 
H t loe 2 


JLI = P / log 2 






Representation logarithmique 


Echelle 

logarithmique 


Courbe: log N = f (temps) 


log N 


log N 


log N | 


log N 0 - 


to tl t2 


Echelle 

arithmetique 


ill i i i i 


temps 


0 Tracer la courbe sur un papier semi-logarithmique 


Log N 


i 


Log 10 9 



Temps 
en heure 
(H) 

Nombre bacterie: 
ml 

0 

1,1 10 8 

5 

1,8 10 8 

10 

3,1 10 8 

15 

5,4 10 8 

20 

9,2 10 8 

25 

1,2 10 9 

30 

1,4 10 9 

35 

1,55 10 9 

40 

1,6 10 9 

50 

1,65 10 9 

60 

1,65 10 9 


Log 10 s 




© Determination theorique des parametres 



t 1 1 2 temps 


— — log N2 - log N1 

Pour calculer jn: (i = - 

(t 2 - ti) log 2 


Ou (i= 1/G 


Eviter de prendre en consideration le No. 


La croissance n 'est pas tou jours exponentie/Ze. 


Justification: 

£ coli, a 3 7°C, G est de 20 min 

jl/ = 1/G = 1/20 = 0,05 div / rriin = 3 div / heure 

Apres 48 heures de croissance exponentielle et si on part 
au to d'une seule bacterie (N 0 = 1): 

Log N = (Jt log 2 + log No Log N = 3 x 48 x 0,301 = 43,344 
Le nombre de bacteries est: N = 2,2 10 43 bacteries. 

Le poids 1 bacterie = 1,5 10' 12 g 

la masse bacterienne = 3,3 10 31 g soit 3,3 10 25 tonnes 

(poids de la terre = 5 10 21 tonnes) 



O Les phases de croissance 



La phase de /atence 


> Pas de croissance. No = Constant et done : /J = 0 

Causes: 

- L'age des bacteriei 

- La composition du milieu de culture 

La phase d' acceleration 

> Debut de croissance, le nombre bacterien augmente fJ > 0 


Causes: 

debut d' adaptation des bacteries au milieu 



La phase exponentielle 

> C'est la phase physiologique ideale pour la croissance 

> Le temps de generation & est minimal 

> Le taux de croissance /j > 0, maximal et constant 

> Sur papier semi logarithmique: phase exponentielle = droite 

(relation proportionnelle entre le log N et le temps). 

Log N = pt log 2 + log No 

(equation d’une droite: Y = ax + b) 

> La phase exponentielle dure generalement quelques heures. 




La phase de ra/entissement 


>Taux de croissance fj diminue 

> L' augmentation de N dans le temps est plus faible que 
durant la phase exponentielle, 

> Le milieu devient moins favorable a la croissance. 

La phase stationnaire 

> II n'y a plus de croissance: /y = 0 

> Nombre de cellules viables est constant: 

Equilibre entre cellules qui meurent et celles qui apparaissent 
ou meme nombre de cellules viables sans division ni disparition. 

Causes: 

s I'epuisement du milieu de culture, 

v' I 'accumulation de metabolites toxiques, 

s revolution defavorable des conditions physico-chimiques 



La phase de dedin 

> Le taux de croissance estj negatif ( [s < 0). 

> Les bacteries ne se divisent plus, beaucoup meurent 
et certaines sont lysees 


> Cette phase est visible ou pas selon la methode d etude: 
nb bacteries viables (toujours) /turbidimetrie (si lyse) 



• « 


3 Variation de JJ pendant les phases de croissance 




© Cas par+iculiers de croissance 

9.1. Cas de la diauxie 



r.nwrV^o rig? rrniccnnrg> rlinhncinng? ( A\n\w\o\ 


9. 2. Croissance synch rone 


On peut amener les bacteries a se diviser au meme moment, ce qui 
donnerait une croissance synchrone. 

Par choc thermique chez Salmonella typhimurium : les bacteries sont 
incubees alternativement a une temperature de 25 °C pendant 28 min, 
puis a 3 7°C pendant 8 min 



La courbe montre une serie de paliers successifs 

rnrrg><;nnnrlnnt rhnrnn n nn rlnnhlg?mg?n+ 


9.3. Croissance continue 


Dans les conditions habituelles de croissance, la phase exponentielle 
ne peut durer que quelques heures. 


Experimentalement, on peut maintenir une culture en croissance 
exponentielle pendant plusieurs heures voir plusieurs jours. 


Pour cela, il faut renouveler constamment le milieu de culture tout 
en eliminant les produits resultant du metabolisme cellulaire. 


C'est le principe des fermenteurs industriels. 




Fermenteur de laboratoire 


Fermenteurs industriels 







Ij: taux de croissance maximal et N : population constante 


N est choisi en phase exponentielle et ij est maintenu constant par 
renouvellement du milieu 



temps 


NB. requlation du taux de dilution qui 


doit etre eqal au taux de croissance 


10. Facteurs inf luengant la croissance bacterienne 

s Composition du milieu de culture 
s Facteurs physico-chimiques: pH, temperature, oxygene 

s Agents antimicrobiens: les antibiotiques 

10.1. Composition du milieu de culture 

Le taux de croissance d'une bacterie depend du milieu de culture: 

Ex. Bacillus subtil is- p = 0,3 div/h sur milieu synthetique 

p = 3 div/h sur bouillon nutritif. 



Cas de I'effet de !a concentration du substrat carbone 


chez £ co/i, jL/ augmente proportionnellement a la quantite de glucose 
jusqu'a une valeur a partir de laquelle il est inutile d’augmenter la 

concentration du glucose (C optimale). 


M 

p max 


o 


C, C 2 c 3 c 4 c 5 


[Glucose] 



NB: Un substrat fourni en concentration trop elevee peut avoir un effet 
bacteriostatique (arret de croissance) ou bactericide (mort des bacteries). 



Substra t/rendemen t 

En phase stationnaire, la biomasse cellulaire est directement 
proportionnelle a la concentration de la source de carbone. 

Cette biomasse determine le rendement: 

R = X - Xo x 100 

— c 

avec: Xo= P.S. des bact. a to (en g) 

X = P.S. des bact. phase stat. 

C = Quantite substrat consomme 

A la concentration optimale, le taux de croissance est optimal mais 

le rendement peut continuer a augmenter 



10.2. Facteurs physico-chimigues: 

Effet du pH sur la croissance 

La majorite des bacteries proliferent en milieux neutres ou 
legerement alcalins. (tampons /exp: K2HPO4 et KH2PO4). 

II existe des bacteries presentant des tolerances particulieres au pH: 

Certaines exigent des pH bas: on parle de bacteries acidophiles 
cas de Thiobacillus thiooxydans qui a un pH optimal de I'ordre de 2 

Inversement, les bacteries qui exigent un pH eleve sont dites des 
basophiles exp: Vibrio a un pH optimal de 9 

Les bacteries ne se developpant qu'au voisinage de la neutralite sont 
dites neutrophiles. 



Effet de la temperature sur la croissance 

Les limites de temperature entre lesquelles les organismes vivants 
peuvent crottre sont: 


- 5 °C : point de congelation de I'eau dans les cellules vivantes 
+ 80°C : thermolabilite des proteines et des acides nucleiques 

Selon la temperature optimale de developpement, on distingue: 


Types 

T° min 

r opt 

T° max 

Psychrophiles 

-15 °C 

+ 10°C 

+ 20°C 

Mesophiles 

5 d 10°C 

30 d 37°C 

40 d 43°C 

Thermophiles 

40°C 

42 d 55°C 

60 d 80°C 


A 37° C: G de E. co/i est de 20 mn, A 42 °C: G devient 50 mn 





















■*" Effet de la pression osmotique sur la croissance 

La bacterie accumule dans le cytoplasme une concentration elevee 

en substrats 

* 

PO int > PO ext 

Si forte augmentation de I'osmolarite du milieu extracellulaire 
^ risque d’ef flux d'eau ^ plasmolyse 

v| 

inhibition de processus vitaux: biosynthese de macromolecules, 

replication de I'ADN etc... : arret de croissance, 


pour eviter cela, la bacterie doit ajuster sa pression osmotique 
interne a une valeur superieure a celle du milieu externe, 

Cest I'osmoregulation : accumulation de K+, d'acides amines, sucres etc... 



Selon ce pouvoir d’osmoregulation, on distingue 4 groupes de bacteries 


Groupe 

Exemple 

[NaCl] toleree 

Non Halophiles 

£ coli 

0 d 4 % 

Halophiles 

Pseudomonas marina 

0,2 d 5 % 

Halophiles moderes 

Pediococcus ha/ophi/us 

2,3 d 20,5 % 

Halophiles extremes 

Ha/obacterium 

5 d 36 % 



















10.3. Agents antimicrobiens: 

Agents chimiotherapeutiques: 

JLu sens strict: 

Agent antimicrobien, produit par des microorganisme, tue ou inhibe 
d'autres microorganismes. 


Au sens large: 

Toute molecule de faible PM d'origine naturelle (les anti6iotiques), 
synthetique ou hemisynthetique (Ces suCf amides) pouvant avoir un effet 
letal (bactericide) ou statique ( bacteriostatique). 


La toxicite est selective 



cfu/ml 



Bactericide 

tue les bacteries 




■ £ lactams 

■ Fluoroquinolone: 

■ Aminoglycosides 

■ Vancomycine 


Mode d action 


s Action sur la synthese de la paroi 
s Action sur la membrane cytoplasmique 
s Action sur la synthese des proteiques 
s Action sur les acides nucleiques 





(V) Inhibition do 3a synthase 
de la parqi bacterienne 


Inhibition de 3a synthese 
la membrane cytoplasmique 


(3) Inhibition de ' 
synthese proteique 


( 4 ) Inhibition de la 
synthese do I'ADIM 


(5) Autres mecanismes 



Action sur [a synthese <£e [a paroi: 

Ex. la Penicilline = analogue structural du dipeptide D-alanine, il 
empeche son incorporation dans le chatnon peptidique. 

II y a multiplication mais eclatement cellulaire par suite de 
I'absence de la paroi. 

Action pendant la phase active de croissance: Effet bactericide 


Action sur [a membrane cytopCasmique: 

Ex. la polymixine = Antibiotique de nature polypeptidique qui 
alterent la membrane plasmique en y formant des pores qui 
seront a I'origine de perturbation des echanges membranaires. 

Action pendant et en dehors de la croissance. Effet bactericide 



Action sur fa synthese des proteines: 

Les antibiotiques agissent sur les ribosomes pour empecher la 
lecture du code ou la fausser. 

Ex. 1 : L'erythromycine se fixe au niveau de I'unite 50 S du ribosome 
Elle empeche la fixation du complexe acides amines-ARNt, 

■=> inhibition de la synthese proteique. 

Action pendant la phase active de croissance. Effet bacteriostatique 

Ex. 2: La streptomycine se fixe au niveau de I'unite 30 S du ribosome 

II y a des erreurs de lecture du code genetique et (’incorporation 
d'acides amines ne correspondent pas a ('information des ARNm, 

II y a synthese de proteines non sens ( lethales ). 

Action pendant la phase active de croissance. Effet bactericide 



Action sur Ces acicfes nucCeiques 


Action sur C A(Dy{: 

Ex. la mitomycine forme des ponts entre les helices de I'ADN 
Elle empeche la replication par la polymerase et bloque la croissance 
Action pendant la phase active de croissance. Effet bacteriostatique 

Action sur C 

Ex. I’actinomycine bloque I'ARN polymerase 



* Taxpnomie 6acterienne 



(Principe 


r tout individu appar+ient a une espece, 
r les especes proches sont group ees en un genre, 

^ les genres rapproches sont reunis en une famille, 
r les families presentant des similitudes torment un ordre, 


r les ordres apparentes sont ranges en une classe, 
r les classes semblables sont reunies en une division ou phylum. 



Taxonomie = Systematique: science qui etudie la diversite des 
etres vivants ainsi que les relations qui existent entre eux. 

Elle consiste a: 

^ Caracteriser les bacteries, 

^ Les classer sur la base de leur similitude, en groupes ou taxons 
(genres, especes...), 

l3P Appliquer le code international de la nomenclature bacterienne 
pour les nommer (Exp: Escherichia coii), 


Identifier de nouveaux organismes et determiner leur appartenance 
ou non a I'une des especes connues. 



L 'unite taxonomique = ['espece 

• Une espece biologique est un ensemble d'individus qui presentent 
un haut degre de ressemblance phenotypique. 

Chez les organismes superieurs, la notion d' espece est fondee sur 
I'interfecondite des individus: patrimoine hereditaire. 

Or: bacteries = microorganismes haploYdes, se reproduisant par 
voie asexuee, generalement par division binaire. 

Pour definir une espece bacterienne les taxonomistes sont 
amenes a fixer une limite arbitraire de differences a partir de 
laquelle deux types doivent etre classes en deux especes 
differentes . 



LWOFF definit un biotype: "un groupe d’individus possedant le 
meme patrimoine hereditaire et ont en commun la grande 
majorite de leurs caracteres". 


Le biotype derive du clone qui represente la population 
bacterienne issue d'une meme et unique cellule qui s’est 
multipliee par divisions binaires. 


Cette population bacterienne issue d'un clone est appelee souche 
bacterienne. Les individus d’une souche sont en principe 
identiques sauf en cas de mutation. 

Une espece regroupe les souches bacteriennes presentant 
une grande similitude de caracteres. 



o La taxpnomie cCassique 

> Criteres morphologiques et structuraux 

Insuffisants mais ^un premier regroupement simple et pratique, 
Cependant, certains caracteres sont sujets a des variations: 

Exp: les Gram+ ages prennent l‘ aspect des Gram- ( Bacillus sub til is) 

> Criteres biochimiques 

s Fermentation des gtucides /exp la Fermentation du glucose (test 
Voges Prauskauer) 

^ begradation des proteines /exp Degradation de la peptone 
^ begradation des Hpides 

Cas particuiiers: catalases (H 2 0 2 ) et coagulases (plasma) 



> Criteres immunologiques 

L'etablissement de la carte an tigenique = serotypage. 

Chaque serotype etant un groupe de souches presentant une reaction 
avec un meme anticorps ou un groupe d‘ anticorps. 

Les souches du meme serotype peuvent appartenir a la meme espece 

> Criteres de lysotypie 

La fixation des bacteriophages est liee a des sites sur la paroi 
bacterienne. 

Le site de fixation est une proteine specif ique d'un phage. 

Si phage virulent: lyse bacterienne (cycle lytique). 

Deux souches capables de fixer les memes phages et developpant des 
cycles lytiques appartiennent au meme lysotype et peuvent 
appartenir a la meme espece. 



© La taxonomie moCecutaire 


Dans la taxonomie classique, I' etude des phenotypes ne donne 
qu'une information incomplete: les caracteres 

morphologiques, biochimiques, serologiques etc... ne 
traduisent qu'une faible proportion du genome. 

C'est pourquoi une approche genet ique est necessaire en 
taxonomie bacterienne. Elle concerne la nature physico- 
chimique du genome bacterien. 

r Le %qC ou fe coefficient de CHargajf 
y L ’anaCyse et sequengage des riSosomauy 

y L 'fy6ridation JdDiN / _A ( Ddf 



2. 1. Le C}C% ou fe coefficient de Chargaff 


La technique de C hargaff est basee sur I' evaluation quantitative des 
deux groupes de bases azotees (GC et AT) en spectrophotometrie a 
UV (260 nm). 

Le coefficient GC% = nombre de couples (guanine+cytosine) pour 
100 couples de bases dans I’ADN de la bacterie etudiee. 

Chez les bacteries, le GC% varie de 30 a 75 % 

Pour que deux souches soient considerees comme appartenant 
a la meme espece, il faut que la difference entre les GCX de 
leur ADN soit inferieur a 5%. 



Mais: si le 7oGC est une information importante en taxonomie, il 
comporte des limites: 

Deux bacteries peuvent avoir le meme %GC mais ne pas presenter 
les memes sequences nucleotidiques et etre done genetiquement 
tres eloignees. 

ADN bacterien : GC% 

10 30 50 70 90 % 

Steptococcus 

Staphylococcus 



2 . 2 . L ’anafyse cfes riSosomauy 


Thrmimni r nil 



Outil phylogenetique repondant aux criteres necessaires a une etude 
evolutive, en particulier lastabilite 

Analyse du gene rDNA-16S 

s Amplification et analyse du polymorphisme des fragments 
de restriction: PCR/RFLP 

s Sequenqage total ou partiel 
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Electrophorese sur gel polyachrylamide 
du 16 S amplifie 
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Gel des profils de restriction 
du 16 S par MspI 



2.3. L 'Hybridation A^Ddf 


s Le c hauffage d'un ADN bicatenaire donne deux brins homologues 
a sequences complementaires: c'est la denaturation. 

s Un refroidissement entrame un reappariement des deux brins 
d’ADN: c’est la renaturation in vitro. 

s Si on melange deux ADN denatures provenant de deux especes 
bacteriennes, I’ADN monobrin d’une espece peut eventuellement se 
reassocier avec le monobrin issu de la deuxieme bacterie pour 
former un ADN bicatenaire hybride: c’est I ’hybridation. 

s Ainsi, plus deux especes sont proches genetiquement, cad plus leur 
sequences de bases se ressemblent (degre d’homologie important) 
plus il est facile de former des ADN hybrides. 


s Chez les Enterobacteriaceae, on considere que 2 souches sont de 
la meme espece si le taux d'hybridation ADN/ADN est de 70 a 
100 %. 



© La taxpnomie numerique 

> Pour construire une classification a I' aide des caracteres 
phenotypiques et/ou moleculaires, le chercheur est amene a donner 
plus d' importance a certains d'entre eux. Cette conception est 
arbitraire et done peu f iable. 

> Pour s'y soustraire, Adonson (botaniste) a propose d'affecter a 
tous les caracteres le meme poids. De ce fait on parle de taxonomie 
numerique ou adansonnienne (Adonson). 

> Principe: Tous les caracteres phenotypiques d'un organisme ont la 
meme valeur. 

> Les distances taxonomiques entre deux organismes sont exprimees 
par un coefficient de similitude calcule d'apres ie nombre de 
caracteres portages par rapport au nombre total de caracteres 
examines. 

Exp programme: UPGMA 



48 souches de rhizobium: 
nodulant le pois-chiche 


nodosites racinaires 
13 regions du Maroc 

t etages bioclimatiques 


► Performance symbiotique (nodulation et fixation d'azote) 

► Croissance sur milieu YEM (taux de croissance) 

► Tolerance a la salinite ► (NaCI, KCI, CaCI 2 , Na 2 so 4 , K 2 so 4 , CaS0 4 ) 

► Tolerance aux pHs ■ ■■■♦> (de4a9,5) 

► Tolerance a la temperature (de5a45°C) 

► Resistance intrinseque : antibiotiques, metaux lourds 

► Assimilation de 49 carbohydrates 

► Analyse numerique : UPGMA 


Niveau de similarite 


0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1, 00 



Groupelll 
100% 
i Kalaa 


Groupe II 
100% 


Ben Slimane 


> f 


> < 


Groupe I 

isolats de 
differentes 
regions 


> f 


Phenogramme representant la similarite phenotypique entre les 
rhizobia du pois chiche de differentes regions du Maroc. 
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Gel polyachrylamide 
du 16 S amplifie 
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Gel des profils de restriction 
du 16 S par MspI 



n.OOfi 


Dendrogramme, base sur la PCR/RFLP du gene rDNA 
16S, montrant la position phylogenetique des rhizobia 
nodulant le pois chiche au Maroc, par rapport aux 
souches de reference. 
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B.japonicum USDA 110 

Agrobacterium sp. 348 
R. etli CFN42 
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-B. japonicum 


Arbre phylogenetique base sur le sequengage des rbNA-16 


Mesorhizobium 


roupes et souches 

Especes de reference 

Taux de similitude 

N ombre de bases differentes 

1 : Rch 9816, 2, 10, 19 
Rch 9815 

M. ciceri 

99.8% 

2 bases 

M. loti 

99 6% 

4 bases 

2: Rch 7, 981 

M. Ciceri 

99,8% 

2 bases 

M. Loti 

98.6% 

4 bases 

3: Rch 984, Rch 9865 

M. Mediterraneum 

99.9% 

1 base 

M. tianshanense 

99.4% 

6 bases 

4 : Rch 9813, Rch9868 

S. Meliloti 

99.7% 

3 bases 

Sinorhizobium sp 

99.6% 

4 bases 


% de similitude des sequences des ADNr 16S entre les groupes de rhizobia de pois chiche 

et les especes des genres Mesorhizobium et Sinorhizobium 
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